Evaluation of cellular adhesion in dentine after auxiliary chemical substances treatment used in pulp revascularization protocols by Gomes, Aline Cristine, 1989-
1 
 
 
 
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS 
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA 
 
ALINE CRISTINE GOMES  
 
AVALIAÇÃO DA ADESÃO CELULAR EM DENTINA APÓS 
TRATAMENTO COM SUBSTÂNCIAS QUÍMICAS AUXILIARES 
UTILIZADAS EM PROTOCOLOS DE REVASCULARIZAÇÃO 
PULPAR 
 
 
 
 
 
 
 
 
PIRACICABA 
2018 
2 
 
 
 
                            
 
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS 
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA 
 
ALINE CRISTINE GOMES  
 
AVALIAÇÃO DA ADESÃO CELULAR EM DENTINA APÓS 
TRATAMENTO COM SUBSTÂNCIAS QUÍMICAS AUXILIARES 
UTILIZADAS EM PROTOCOLOS DE REVASCULARIZAÇÃO 
PULPAR 
 
 
 
Orientador: Profº Dr. Alexandre Augusto Zaia 
Este exemplar corresponde à versão final da tese 
defendida pela aluna Aline Cristine Gomes e orientada 
pelo profº Dr. Alexandre Augusto Zaia 
PIRACICABA 
2018 
Tese apresentada à Faculdade de Odontologia de 
Piracicaba da Universidade Estadual de Campinas como parte 
dos requisitos exigidos para a obtenção do título de Doutora 
em Clínica Odontológica, na área de Endodontia. 
Agência(s) de fomento e nº(s) de processo(s): Não se aplica. 
Ficha catalográfica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca da Faculdade de Odontologia de Piracicaba
Marilene Girello - CRB 8/6159
    
  Gomes, Aline Cristine, 1989-  
 G585a GomAvaliação da adesão celular em dentina após tratamento com substâncias
químicas auxiliares utilizadas em protocolos de revascularização pulpar / Aline
Cristine Gomes. – Piracicaba, SP : [s.n.], 2018.
 
   
  GomOrientador: Alexandre Augusto Záia.
  GomTese (doutorado) – Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de
Odontologia de Piracicaba.
 
    
  Gom1. Endodontia. 2. Regeneração (Biologia). 3. Hipoclorito de sódio. 4.
Clorexidina. I. Záia, Alexandre Augusto, 1968-. II. Universidade Estadual de
Campinas. Faculdade de Odontologia de Piracicaba. III. Título.
 
Informações para Biblioteca Digital
Título em outro idioma: Evaluation of cellular adhesion in dentine after auxiliary chemical
substances treatment used in pulp revascularization protocols
Palavras-chave em inglês:
Endodontics
Regeneration
Sodium hypochlorite
Chlorexidine
Área de concentração: Endodontia
Titulação: Doutora em Clínica Odontológica
Banca examinadora:
Alexandre Augusto Záia [Orientador]
Marcos Roberto dos Santos Frozoni
Frabrício Rutz da Silva
Adriana de Jesus Soares
Marina Angélica Marciano da Silva
Data de defesa: 22-08-2018
Programa de Pós-Graduação: Clínica Odontológica
Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)
 UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS 
Faculdade de Odontologia de Piracicaba 
 
 
 
 
 
A Comissão Julgadora dos trabalhos de Defesa de Tese de Doutorado, em sessão pública 
realizada em 22 de Agosto de 2018, considerou a candidata ALINE CRISTINE GOMES aprovada. 
 
 
 
 
PROF. DR. ALEXANDRE AUGUSTO ZÁIA 
 
 
PROF. DR. FABRÍCIO RUTZ DA SILVA 
 
 
PROF. DR. MARCOS ROBERTO DOS SANTOS FROZONI 
 
 
PROFª. DRª. MARINA ANGÉLICA MARCIANO DA SILVA 
 
 
PROFª. DRª. ADRIANA DE JESUS SOARES 
 
 
 
 
A Ata da defesa com as respectivas assinaturas dos membros encontra-se no processo de vida 
acadêmica do aluno. 
5 
 
 
 
DEDICATÓRIA 
 
Dedico este trabalho aos meus pais, Edson e Maria Izabel, por terem me dado 
toda a base e força necessária para lutar pelos meus sonhos. À minha vó Benvinda, por todo o 
amor e carinho. À minha irmã Ana Carolina, por ser minha melhor amiga, estando sempre ao 
meu lado. Ao meu marido Eduardo, por me incentivar em todos os meus projetos e objetivos, 
e ter escolhido caminhar ao meu lado. E ao meu filho Francisco, que se tornou a minha maior 
motivação nesta jornada. 
  
6 
 
 
 
AGRADECIMENTOS 
 
À Deus, pela oportunidade da vida.  
Ao professor Alexandre Augusto Zaia, por ter me orientado e compartilhado seu 
conhecimento nas áreas da Endodotia e Docência, assim como ter contribuído para o meu 
crescimento pessoal ao longo destes nove anos de orientação. Sou muito grata por todo esse 
período de convivência, onde muitas vezes me ajudou tanto em assuntos pertinentes aos 
trabalhos acadêmicos quanto a decisões importantes da vida pessoal. Agradeço por todas as 
brilhantes aulas que assisti e a todas as clinicas que pude acompanhá-lo. Obrigada por tudo 
que pude aprender com o senhor. 
À Faculdade de Odontologia de Piracicaba, por ter me possibilitado cursar os 
cursos de graduação e de pós-graduação em Odontologia. 
Ao Departamento de Endodontia, composto pelos professores Profª Dra. 
Adriana de Jesus Soares, Profª Dra. Brenda de Paula Figueiredo de Almeida Gomes, 
Prof. Dr. Caio Cezar Randi Ferraz, Prof. Dr. José Flavio Affonso de Almeida e, Profª 
Dra. Marina Angélica Marciano da Silva. Foi um grande privilégio ter a oportunidade de 
aprender com todos os professores do Departamento, que se dedicam intensamente ao ensino 
e são capazes de compartilhar conhecimento de forma altruísta.  
Aos responsáveis por laboratório, Adriano Luis Martins e Gustavo Narvaes 
Guimarães, pela paciência e por se esforçarem para ensinar aos alunos as técnicas envolvidas 
nos procedimentos laboratoriais pelos quais são responsáveis.  
Aos funcionários do Laboratório de Endodontia, Ana Godoy Pereirae  Maicon 
Passini, e da clínica Odontológica, Maria Helidia Neves e Janaina Leite pela amizade 
destes anos e por estarem sempre dispostos nos auxiliar. 
Aos professores que participaram do meu exame de qualificação como banca, 
Profª Dra. Karinna Gozalez Silverio Ruiz, Prof Dr. Carlos Augusto de Morais Souto Pantoja, 
Prof Dra. Fernanda Graziela Corrêa Signoretti, suas considerações e correções me auxiliaram 
muito para melhorar a redação desta tese. 
Aos professores que aceitaram participar desta banca de defesa de tese de 
Doutorado, Profº Dr. Alexandre Augusto Zaia, Profª Dra. Adriana de Jesus Soares, Profº 
7 
 
 
 
Dr. Marcos Roberto dos Santos Frozoni, Prof. Dr. Fabrício Rutz da Silva, Profª Dra. 
Marina Angélica Marciano da Silva, e aos professores que se disponibilizaram como 
suplentes: Profª Dra. Brenda de Paula Figueiredo de Almeida Gomes, Profª Dra. Claudia 
Leal Suzuki. Profª Dra. Fernanda Graziela Corrêa Signoretti, é uma grande oportunidade 
poder contar com a presença dos senhores neste dia.  
Aos meus amigos de pós-graduação, Andrea Cardoso Pereira, Carlos Henrique 
Meloni, Fabricio Rutz da Silva, Ana Carolina Correira, Marlos Ribeiro, Felipe Nogueira 
Anacleto, Erika Clavijo, Thais Mageste, Ariane Marinho, Aniele Lacerda, Tiago Rosa, 
Daniel Herrera, Ana Pimentel, Pabla Secchi, Jaqueline Lazzari, Diogo Silva, Ricardo 
Ronda, Augusto Lima, Priscila Francisco, Eloa Pereira, Ezequiel Santin, Rodrigo 
Vasconcelos, Lidiane Mendes Louzada, Rafaela Chapolla e Bruna Ueno. Foi um prazer 
poder conviver com cada um de vocês ao longo dos meus cursos de Especialização, Mestrado 
e Doutorado, tenho certeza que levo grandes amigos para o resto da vida. 
Às minhas queridas amigas que também foram orientadas pelo Profº Alexandre 
Zaia Claudia Suzuki, Carolina Santos Oliveira e Natalia Lobo, que pude ter uma maior 
convivência e compartilhar muitos bons momentos. Obrigada pela relação de amizade e 
confiança que formamos. À minha amiga Flávia Saavedra, com a qual pude trabalhar, 
conviver e aprender tanto. Obrigada minha amiga por todo o seu carinho comigo e sua 
disponibilidade em ajudar em todos os momentos que precisei. 
À minha amiga Bruna Milaré Angelieri, com a qual tive a oportunidade de 
formar uma importante parceria e um forte laço de amizade. Obrigada por todos os desafios 
que me ajudou a vencer. 
Ao amigo Gabriel Abuna, que foi fundamental para a realização deste trabalho, 
ao me ensinar e apoiar em tudo que precisei para a utilização do Microscópio Confocal. 
À minha família, Edson José Gomes, Maria Izabel Ricci Gomes, Benvinda 
Aparecida de Carvalho Ricci, Ana Carolina Gomes e Eduardo Matta, por terem sido a 
base para que todos os meus passos pessoais e profissionais pudessem ser dados. Foram 
minha motivação e inspiração para realizar meus objetivos e não mediram esforços para me 
auxiliar em tudo que precisei. Ao meu filho Francisco Gomes Matta, que ainda não nasceu, 
mas já me ensina o que é amor e me da força para seguir em frente.  
8 
 
 
 
E a todos os meus amigos, que fazem parte da minha caminhada e me ajudam a 
cumprir os objetivos desta Vida. 
9 
 
 
 
RESUMO 
 
A técnica de revascularização pulpar permite a invaginação ou formação de um 
tecido conjuntivo no espaço pulpar através da estimulação de um sangramento periapical, o 
qual serviria como um “scaffold” natural para a invaginação de células oriundas da região 
periodontal ou do próprio sangue. Um dos pré-requisitos para o sucesso desta técnica é o 
controle da infecção endodôntica, o que gera a necessidade da utilização de soluções 
irrigadoras. Entretanto, estas substâncias podem ter influência sobre a viabilidade e adesão de 
células importantes para a formação tecidual. Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar 
a adesão de Fibroblastos 3T3 à superfície dentinária e a morfologia celular após o tratamento 
com substâncias químicas auxiliares empregadas em protocolos de revascularização pulpar. 
Dentes humanos extraídos foram selecionados e divididos para os grupos de irrigação com 
clorexidina gel 2%, hipoclorito de Sódio 5,25%, EDTA 17%, hipoclorito de Sódio 5,25% e 
EDTA 17%, clorexidina 2% e EDTA, e soro fisiológico. Os dentes foram preparados e 
obtidas amostras de dentina que foram levadas à cultura celular em contato Fibroblastos 3T3, 
durante períodos de 24 e 72 horas para avaliação em Microscopia Eletrônica de Varredura e 
para Microscopia Confocal à Laser. Os resultados indicaram que as soluções de hipoclorito de 
Sódio e clorexidina afetaram a capacidade de adesão celular, sendo apresentados os menores 
índices de adesão celular para amostras tratadas com Clorexidina 2%. O EDTA favoreceu a 
adesão celular, sugerindo que a remoção de “smear layer” pode facilitar a adesão celular em 
dentina. 
Palavras-chave: Endodontia, Regeneração, Hipoclorito de Sódio, Clorexidina.  
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ABSTRACT 
 
The revascularization technique allows the connective tissue formation in the pulp 
space through the stimulation of periapical bleeding, which acts as a natural scaffold for cells 
invagination from the periodontal region or from the blood itself. One of the prerequisites for 
the success of this technique is the control of endodontic infection. This requires the use of 
irrigation solutions. However, these substances may influence the viability and adhesion of 
important cells to tissue formation. The aim of this study was to evaluate the adhesion of 3T3 
Fibroblasts to dentin surface and cellular morphology after treatment with auxiliary chemicals 
used in pulp revascularization protocols. Human teeth were selected and divided for the 
irrigation groups with chlorhexidine gel 2%, sodium hypochlorite 5.25%, EDTA 17%, 
sodium hypochlorite 5.25% and EDTA 17%, chlorhexidine 2% and EDTA 17%, and saline 
solution.  
The teeth were prepared and obtained dentin samples that were taken to the cell culture in 
contact with 3T3 Fibroblasts, during periods of 24 and 72 hours for evaluation in Scanning 
Electron Microscopy and for Confocal Laser Microscopy. The results indicated that solutions 
of sodium hypochlorite and chlorhexidine affected the ability of cell adhesion. The lowest 
rates of cell adhesion were found for samples treated with chlorhexidine 2%. EDTA favored 
cell adhesion, suggesting that the removal of smear layer may facilitate cell adhesion in 
dentin. 
Key words: Endodontics, Regeneration, Sodium hypochlorite, Chlorhexidine. 
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1  INTRODUÇÃO 
A terapia endodôntica convencional permite a manutenção de dentes 
endodonticamente comprometidos através do preparo químico-mecânico no interior do 
sistema de canais radiculares (Lopes e Siqueira, 2015). Este tratamento apresenta um alto 
índice de sucesso, entre 80 e 95%  (Patel et al., 2012; Sjögren et al., 1990), o que o torna uma 
opção segura e aceita na literatura. Entretanto, condições clínicas relacionadas ao dente 
podem dificultar a realização de todas as etapas do tratamento endodôntico convencional, 
como os casos de dentes com formação radicular incompleta (Friedlander et al., 2009), onde 
podemos encontrar dentes com paredes frágeis e forames muito amplos, que dificultam a 
instrumentação e obturação dos canais radiculares.  
A técnica tradicionalmente indicada na endodontia para casos de dentes com 
rizogênese incompleta e necrose pulpar é a apicificação, onde é estimulada a formação de 
uma barreira apical com tecido mineralizado através da utilização de materiais biocompatíveis 
no terço apical (Shabahang, 2013). Este procedimento resulta em dentes com paredes mais 
finas e fragilizadas e apresenta riscos de fratura durante e após o tratamento endodôntico 
(Trope, 2010; Jeeruphan et al., 2012). 
Uma alternativa proposta recentemente na literatura é a técnica de revitalização ou 
revascularização pulpar, que permite a invaginação ou formação de um tecido conjuntivo no 
espaço pulpar instrumentado em continuidade com o ligamento periodontal através do forame 
apical (Zhang e Yelick, 2010). 
Esta técnica permitiria o restabelecimento da vitalidade dos dentes, um 
continuado desenvolvimento radicular, o alongamento e espessamento da raiz e um posterior 
fechamento apical (Wang et al., 2010; Lovelace et al., 2011), diferentemente da terapia 
endodôntica convencional, que nas mesmas condições, resulta em dentes com paredes finas 
de dentina e não obtêm uma vedação conveniente do forame apical radicular devido a uma 
grande abertura do apical (Huang, 2008).  
O conceito da revascularização pulpar é baseado na indução da formação de um 
coágulo no interior do conduto radicular, através de um sangramento intencionalmente 
provocado, o qual serviria como um scaffold natural para a invaginação de células-tronco do 
periodonto adjacente ou do próprio sangue (Lovelace et al., 2011; Altaii et al., 2017). Estas 
células indiferenciadas uma vez no interior do conduto radicular, estimuladas por moléculas 
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indutoras do próprio coágulo sanguíneo iniciariam a formação de um novo tecido vital 
(Bansal e Bansal, 2011). 
Diversos estudos sobre revascularização pulpar passaram a ser publicados, 
demonstrando a segurança de sua utilização na clínica odontológica e bons resultados em 
longo prazo ( Soares et al., 2013; Diogenes et al., 2016). Desta forma, os procedimentos de 
revascularização têm sido amplamente recomendados em tratamentos de dentes humanos 
imaturos com ápice incompleto que tenham sofrido necrose pulpar devido ao trauma ou cárie 
dental  (Chen et al. 2012; Torabinejad & Turman 2011; Ding et al. 2009; Petrino et al. 2010).  
Histologicamente, observa-se a deposição de um tecido mineralizado, semelhante 
ao cemento e tecido ósseo (Becerra et al., 2014; Nosrat et al., 2015; Peng et al., 2017). Os 
mecanismos envolvidos na revascularização estão relacionados à migração de células 
indiferenciadas para a região anteriormente preenchida pelo tecido pulpar através da 
estimulação do sangramento apical (Lovelace et al,. 2011; Banchs e Trope 2004). Esta 
formação tecidual pode ter origem em células remanescentes pulpares (Banchs e Trope 2004) 
ou na migração de células pulpares indiferenciadas, células dos tecidos periodontais, da papila 
apical ou do sangue sistêmico (Lovelace et al. 2011; Chrepa et al., 2017). 
Um dos pré-requisitos para o sucesso dos procedimentos de regeneração ou 
revascularização pulpar é o controle da infecção endodôntica (Araújo et al., 2017). Diversas 
soluções irrigadoras podem ser empregadas durante os procedimentos de preparo químico-
mecânicos dos canais radiculares, sendo que para a escolha das mais indicadas podem ser 
levadas em consideração as propriedades bactericidas ou bacteriostáticas, a habilidade de 
dissolução tecidual, a irritabilidade causada aos tecidos apicais e principalmente, para uma 
maior efetividade dos protocolos de revascularização pulpar, a habilidade dessas soluções em 
preservarem a viabilidade celular (Namour e Theys 2014; Scott et al., 2018; Diogenes e 
Ruparel, 2017). 
Trevino et al. (2011) mostrou que a ação da clorexidina interfere na adesão de 
células mesenquimais à superfície de dentina, enquanto que solução de EDTA favorece essa 
adesão. Segundo os autores, o efeito de substântividade da clorexidina líquida, que interage 
com a dentina e atua por até 48 h, pode interferir na adesão celular, assim como a utilização 
do Hipoclorito de Sódio (Trevino et al., 2011). Portanto, para assegurar um resultado 
previsível nos procedimentos de revascularização, diversos fatores precisam ser avaliados, 
inclusive a substância química empregada durante a descontaminação do canal radicular. 
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Resíduos dessas substâncias presentes nas paredes dentinárias podem interferir drasticamente 
na adesão de células à dentina comprometendo o sucesso do tratamento. Caso realmente isso 
ocorra, pode ser necessária a ação de outras substâncias que neutralizem a ação desses 
irrigantes durante tratamento que visem à regeneração/revascularização.  
Assim, torna-se importante conhecer a ação das substâncias químicas auxiliares 
sobre as células e a parede dentinária, durante os procedimentos de revascularização pulpar, 
para a escolha de protocolos que permitam resultados biologicamente previsíveis. 
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2  REVISÃO DA LITERATURA 
2.1 HISTÓRICO DA TERAPIA DE REVASCULARIZAÇÃO 
Os primeiros relatos relacionados à revascularização pulpar foram publicados por 
Ostby em 1961, onde foram realizados tratamentos endodônticos com irrigação com 
formaldeído 4% para a descontaminação e uma sobreinstrumentação da região apical para 
induzir a um sangramento intencional. Em análise histológica, os autores encontraram uma 
formação de tecido mineralizado e conjuntivo relacionada à presença de coágulo sanguíneo e 
a descontaminação dos canais radiculares (Ostby, 1961).  
Nos anos que seguiram, foram publicados trabalhos que estudavam o papel da 
revascularização pulpar para casos de reimplantes dentais (Kling et al., 1986; Andreasen et 
al., 1991; Andreasen et al., 1995). Em 1995, estudo publicado por Andreasen et al., 
evidenciou a ocorrência da revascularização após o reimplante dental. Foram observados 
clinicamente 400 dentes avulsionados, sendo que em 34% dos casos foi observada ocorrência 
de revascularização pulpar. O tipo de armazenamento dos dentes e comprimento radicular 
tiveram relação com a ocorrência da revascularização (Andreasen et al., 1995). 
Em 2001, Iwaya et al. publicaram um caso clínico onde foi realizado o protocolo 
de apicificação em um dente necrosado com ápice incompleto, onde foi feita uma 
descontaminação com substâncias químicas auxiliares, Hipoclorito de Sódio 5% e Peróxido 
de Hidrogênio 3% e uma pasta antibiótica (Metronidazol e Ciprofloxacina), entretanto o 
espaço do canal radicular foi deixado vazio, para que remanescentes pulpares pudessem 
preencher o espaço novamente. Os autores relataram sucesso clínico e radiográfico, indicando 
o potencial da revascularização. 
Banchs e Trope publicaram em 2004, um caso clínico de revascularização em um 
dente com ápice incompleto e sinais clínicos e radiográficos de periodontite apical. Os autores 
sugeriram o novo protocolo de tratamento, onde após o acesso endodôntico foi realizada a 
desinfecção pulpar com irrigação mecânica com Hipoclorito de Sódio 5,25% e utilização de 
pasta tripla antibiótica (ciprofloxatina, metronidazol e monociclina). Após 28 dias e remissão 
dos sinais e sintomas de infecção, foi removida a pasta antibiótica e estimulado o sangramento 
apical com preenchimento até a junção cemento-esmalte, o dente foi selado e restaurado. O 
controle do caso por 2 anos mostrou ausência de sinais de infecção e fechamento da região 
apical radicular. 
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Windley et al., em 2005, publicaram um estudo com cães onde foi realizada a 
descontaminação dos canais radiculares com NaOCl 1,5%, seguida da utilização de pasta 
triantibiótica, formada por ciprofloxacina, metronidazol e minociclina. A pasta foi mantida 
nos dentes por 2 semanas. Foram realizadas coletas para avaliar a descontaminação obtida 
com a pasta triantibiótica, sendo demonstrada sua efetividade para procedimentos de 
revascularização.  
Thibodeau e Trope publicaram um estudo clínico (Thibodeau et al., 2007) onde a 
desinfecção com NaOCl 1,25% e a utilização da pasta triantibiótica com ciprofloxacina, 
metronidazol e minociclina, foi capaz de promover a revascularização. 
Em 2008, Cotti et al., publicaram um relato clínico onde um dente traumatizado 
com ápice incompleto foi irrigado com NaOCl 5,25% e preenchido com  Hidróxido de Cálcio. 
A medicação foi mantida por 15 dias. Após este período foi realizada a remoção da pasta e 
estimulado sangramento apical. Foi realizado um selamento coronário com MTA, e após 8 
meses o acompanhamento clínico o radiográfico indicou sucesso da técnica de 
revascularização utilizada. 
Casos de revascularização irrigados com NaoCl 2,5% e Peroxido de Hidrogênio 
3% foram publicados por Shah et al., em 2008, sendo utilizado como medicação intracanal o 
formocresol. Após a remissão dos sintomas foi estimulado o sangramento. Foi realizado o 
acompanhamento clinico e radiográfico. Foi observado o fechamento apical, espessamento 
das paredes radiculares e cura das lesões periapicais na maioria dos casos, indicando sucesso 
do protocolo. 
Um estudo clínico com 12 pacientes foi publicado por Ding et al. em 2009, onde 
foi realizada a descontaminação com NaoCl 5,25% e utilizada a pasta triantibiótica por 1 
semana. Após este período, foi induzido sangramento e realizado selamento com MTA. O 
estudo evidenciou a possibilidade de sucesso com a terapia revascularizadora. 
Shin et al., em 2009, publicaram um caso clínico onde a revascularização foi 
realizada em sessão única. Os autores realizaram irrigação  na porção coronária do dente com 
NaOCl e Clorexidina 2 % sem instrumentação. A conclusão do estudo indicou a possibilidade 
de realização do tratamento em sessão única e ressaltou a importância da manutenção de 
células remanescentes dos tecidos pulpares para o sucesso da terapia revascularizadora. 
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Petrino, em 2010, publicou casos clínicos de 6 dentes com ápice imaturo e lesão 
periapical. Os dentes forem irrigados com NaOCl 5,25%, e a medicação utilizada foi a pasta 
triantibiótica. Após duas semanas os dentes foram irrigados novamente estimulando o 
sangramento. Foi utilizada uma matriz de colágeno e realizado o selamento com MTA. O 
acompanhamento por 1 ano demonstrou sucesso clínico e radiográfico. Os autores chegaram a 
conclusão de que a matriz de colágeno pode facilitar a inserção do MTA, a utilização de 
anestésicos sem vasoconstritores para a anestesia pode auxiliar na obtenção do sangramento 
apical e de que a utilização de pastas antibióticas podem levar à alterações de cor na coroa 
dental. 
Entre os anos de 2010 e 2018 diversos estudos clínicos foram publicados. 
Variando os protocolos clínicos de irrigação, medicação e barreira intracanal. A maioria dos 
estudos clínicos preconizou a utilização de medicação intracanal com pasta triantibiótica, com 
metronidazol, ciprofloxatina e minociclina, (Feigin et al., 2017).  
Algumas alterações de protocolo foram sugeridas. Nosrat et al., sugeriram em 
2013, a utilização de Hidróxido de Cálcio e Amoxicilina entre as sessões,  
Soares et al. (2013) publicaram um estudo onde foi utilizada a associação de 
Hidróxido de Cálcio com Clorexidina 2% gel por 21 dias em um dente que havia sofrido 
intrusão. Foi realizado o selamento com MTA. Os autores também modificaram  o agente 
irrigador para Clorexidina 2% gel. O sangramento foi estimulado na segunda sessão e o dente 
restaurado com resina composta. Foi relatado o sucesso clínico da terapia revascularizadora 
após 24 meses de acompanhamento. 
A utilização de pastas antimicrobianas entre sessões ocorre na maioria dos estudos 
publicados. Entretanto, alguns estudos com sessões únicas já foram publicados. McCabe et 
al., publicaram em 2015 um caso clínico onde um dente com necrose pulpar e periodontite 
apical aguda foi tratado em uma única sessão. O dente foi irrigado com NaOCl 5% e EDTA. 
Foi estimulado o sangramento e o dente selado com uma barreira de MTA. Após 18 meses de 
acompanhamento, foi observado um espessamento das paredes radiculares, aumento do 
comprimento radicular e fechamento apical, demonstrando a possibilidade da realização da 
terapia revascularizadora em sessão única. 
A utilização de uma barreira de colágeno, também tem sido sugerida na literatura. 
Jung et al., publicaram em 2008 casos clínicos tratados com a terapia revascularizadora, onde 
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foi utilizada matriz colágena abaixo do selamanto com MTA. Petrino et al., em 2010, também 
descreveram a utilização da matriz colágenag. A matriz poderia facilitar a inserção do 
material selador sobre o coágulo sanguíneo (Petrino et al., 2010; Jung et al., 2008). 
Apesar das variações de técnicas apresentadas na literatura, a grande maioria dos 
estudos de revascularização pulpar faz a utilização de solução irrigadora na primeira sessão, 
utilização de pasta antimicrobiana entre sessões e estimulação do sangramento em uma 
segunda sessão.  Uma revisão de Feigin et al. em 2017, mostrou mais de 80 trabalhos 
publicados desde 2004, com  mais de 300 tratamentos endodônticos envolvendo protocolos de 
Revascularização (Feigin et al., 2017), indicando o sucesso clínico da terapia proposta. 
Como protocolo clínico, a Associação Americana de Endodontia (AAE- 
American Association of Endodotistis) recomenda a utilização de NaOCL, como substância 
irrigadora, a inserção de uma pasta a base de Hidróxido de Cálcio ou pasta triantibiótica 
(ciprofloxatina, monociclina e metronidazol) entre sessões e a indução do sangramento após 1 
a 4 semanas da primeira consulta. Para selamento pode ser utilizada matriz colágena seguida 
de MTA ou cimentos a base de silicato. O acompanhamento recomendado é de 24 meses 
(American Association of Endodontists, 2018).  
 
2.2 MECANISMOS BIOLÓGICOS  
Estudos clínicos demonstram uma formação apical completa acompanhada de 
espessamento das paredes dentinárias, devido à deposição de um tecido duro semelhante ao 
cemento dental, tecido este secretado por células presentes no novo tecido vital, as quais 
migram, se aderem a parede dentinária e iniciam a deposição do novo tecido mineralizado 
(Thibodeau et al., 2007; Bose et al., 2009). Análises histológicas têm demonstrado a formação 
de tecido semelhante a ligamento periodontal, tecido ósseo e ao cemento na região 
revascularizada (Becerra et al., 2014; Nosrat et al., 2015). 
Estudo de Becerra et al, em 2014,  realizou a análise histológica de um dente 
extraído por indicação ortodôntica, 2 anos após ter sido tratado com a terapia de 
revascularização. Foi encontrada deposição de cemento na região apical, e o preenchimento 
com um tecido conjuntivo fibroso no interior do espaço do canal radicular. Os autores não 
encontraram células semelhantes a odontoblastos, apenas fibroblastos. 
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Em 2015, Nosrat et at., avaliaram histologicamente 2 dentes necrosados com 
formação apical incompleta submetidos ao protocolo de revascularização e extraídos 4 meses 
após o tratamento. A análise mostrou a presença de tecido conjuntivo semelhante ao 
periodontal, tecido ósseo e cementário. 
O primeiro estudo histológico em dente com pulpite irreversível tratado com 
revascularização pulpar foi publicado em 2012, por Shimizu et al. Os autores realizaram o 
tratamento em um dente traumatizado e após a extração e preparo histológico, encontraram os 
canais preenchidos por um tecido conjuntivo frouxo semelhante a polpa preenchendo o 
espaço pulpar tratado, com fibroblastos e células mesenquimais. Também foi identificada uma 
camada de células semelhantes a odontoblastos próximos à pré-dentina. Os autores 
destacaram a presença de células remanescentes da Bainha Epitelial de Hertwig e a ausência 
de inflamação periapical para o sucesso da formação tecidual encontrada (Shimizu et al. 
2012). 
Peng et al. publicaram um estudo histológico em 2017, onde um dente com 
pulpite irreversível sem periodontite apical foi tratado com o protocolo de revascularização e 
extraído após 12 meses. A análise histológica encontrou camadas de células semelhantes a 
odontoblastos. Também foi encontrado um tecido conjuntivo semelhante a polpa e dentina ao 
longo da raiz avaliada(Peng et al. 2017). 
Células mesenquimais podem ter uma participação direta no processo de 
formação tecidual na revascularização pulpar (Huang et al. 2009; Lovelace et al. 2011). 
Acredita-se que durante o processo de revascularização as células mesenquimais podem se 
diferenciar em células semelhantes a odontoblastos (Diogenes et al., 2016).  
As células que participam dos processos de revascularização pulpar podem ter 
origem em diferentes regiões teciduais. Uma das teorias é de células pulpares remanescentes 
sejam estimuladas durante os procedimentos da revascularização e diferenciem em 
odontoblastos, formando uma nova matriz tecidual (Banchs & Trope, 2004).  
Outra origem para a formação tecidual sugerida é a partir de células pulpares 
indiferenciadas, as chamadas DPSC (Dental Pulp Stem Cells), que permaneceriam viáveis no 
sistema de canais radiculares, após o acesso e tratamento de revascularização pulpar 
(Gronthos et al., 2002; Lovelace et al., 2011). Estas células apresentam uma capacidade de 
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migração celular e diferenciarem-se em diferentes linhagens celulares (Gronthos et al. 2002; 
Bakopoulou et al., 2011). 
Além destas origens, acredita-se que células mesenquimais indiferenciadas podem 
ter origem em tecidos periodontais, do osso alveolar, da papila dental (SCAP- Stem Cells from 
apical papilla), do folículo dental ou de células circulantes do sangue sistêmico ( Lovelace et 
al., 2011; Alcade et al, 2014, Chrepa et al., 2017;). Células da papila dental (SCAP) 
apresentam capacidade de migração celular e potencial de mineralização maior do que células 
pulpares indiferenciadas (DPSC), e podem diferenciar-se em células semelhantes a 
odontoblastos, o que sugere sua favorável participação em processos regenerativos pulpares 
(Bakopoulou et al. 2011). 
Em 2011, estudo publicado por Lovelace et al., indicou que as células 
mesenquimais apresentam sua origem em tecidos periapicais (Lovelace et al. 2011). Os 
autores realizaram 12 tratamentos com protocolo de revascularização. Foi realizada a 
irrigação com NaOCl 6% e inserção de pasta triantibiótica. Os pacientes retornaram para a 
segunda sessão após 1 mês, sendo realizada a estimulação do sangramento. Foi feita a coleta 
deste sangramento através de cones de papel absorvente. As amostras foram analisadas em 
reação de Real Time e ensaios de imunocitoquímica. Os resultados indicaram marcadores 
para subpopulações de células mesenquimais indiferenciadas provavelmente originárias da 
região periapical e não da circulação sistêmica.  
 
2.3 SUBSTÂNCIAS QUÍMICAS AUXILIARES 
Os tratamentos regenerativos incluem 3 importantes aspectos: a desinfecção dos 
canais radiculares, a presença de um Scaffold, e o selamento coroário adequado (Hargreaves 
et al., 2013). 
Diversas substâncias têm sido indicadas para a irrigação dos canais radiculares em 
procedimentos regenerativos, tais como Hipoclorito de Sódio, Clorexidina e EDTA, e para 
medicação entre as consultas como as pastas antibióticas e Hidróxido de Cálcio (Diogenes e 
Ruparel, 2017). Para maior segurança na utilização dessas substâncias químicas nos 
procedimentos regenerativos, a substância auxiliar deve apresentar capacidade antimicrobiana 
e não ser tóxica para as células (Wiley et al., 2013) 
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A maioria dos protocolos clínicos apresentados na literatura utiliza o Hipoclorito 
de Sódio como solução irrigadora (Feigin et al., 2017). Sua utilização na endodontia se baseia 
em propriedades antimicrobianas e capacidade de dissolução tecidual (Berber et al., 2006). 
Entretanto, o Hipoclorito de Sódio apresenta toxicidade às células do ligamento periodontal 
(Chang et al., 2001) e células da papila apical (Trevino et al., 2011). A toxicidade do 
Hipoclorito de Sódio, somada a incapacidade de remoção de “smear layer”, pode criar 
condições desfavoráveis para a adesão e proliferação celular em procedimentos de 
revascularização pulpar (Galler et al., 2011).  
Estudos clínicos com a utilização da Clorexidina 2% como substância química 
auxiliar (Shin et al., 2009; Soares et al., 2013) também foram publicados. Esta substância 
apresenta ação antimicrobiana e biocompatibilidade (Gomes-Filho et al., 2008). Entretanto, 
estudos que avaliaram sua ação sobre as potenciais células participantes dos procedimentos de 
revascularização pulpar indicam que a Clorexidina tem efeitos negativos sobre células, o que 
poderia ser causado por uma citotoxicidade direta da substância sobre as células ou ter relação 
com a propriedade de substântividade, que poderia interferir na adesão das células à dentina 
(Ring et al., 2008; Trevino et al., 2011).  
A utilização de EDTA 17% se mostra favorável aos procedimentos de 
revascularização pulpar (Trevino et al., 2011; Pang et al., 2014). A irrigação final com esta 
substância auxilia na adesão, migração e diferenciação de células pulpares indiferenciadas 
(Trevino et al., 2011; Pang et al., 2014; Galler, 2016). Sua ação quelante, pode favorecer a 
exposição de fatores de crescimento da matriz dentinária (Bègue-Kirn et al., 1992), o que 
somado à sua capacidade de remoção de “smear layer” e exposição de túbulos dentinário, 
acaba favorecendo os procedimentos de revascularização pulpar (Galler 2016). 
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3  PROPOSIÇÃO 
O objetivo deste estudo foi avaliar a adesão de Fibroblastos 3T3 à superfície 
dentinária assim como a morfologia celular após o tratamento com substâncias químicas 
auxiliares empregadas em protocolos de revascularização pulpar. 
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4  MATERIAL E MÉTODOS 
Foram utilizados 60 dentes humanos de diferentes grupos dentários armazenados 
em solução fisiológica logo após a extração. A pesquisa foi aprovada pelo Comitê de Ética em 
Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Piracicaba FOP-UNICAMP 
(CAAE: 77175917.7.0000.541). Foram excluídos do experimento dentes com conduto 
radicular calcificado, com tratamento endodôntico previamente realizado ou dentes cujo canal 
radicular tenha sido preenchido com alguma medicação intra-radicular. Os grupos foram 
divididos de acordo com as substâncias químicas auxiliares: Hipoclorito de Sódio 5,25%, 
Clorexidina 2% gel, Edta 17%, Hipoclorito de Sódio 5,25% e EDTA 17%, Clorexidina 2% 
gel e EDTA 17% e soro fisiológico (grupo controle). 
 
4.1 PREPARO DAS AMOSTRAS 
Inicialmente os dentes foram cuidadosamente limpos com auxílio de uma lâmina 
de bisturi estéril para remoção de restos gengivais e periodontais, e lavados por 5 vezes em 
solução tampão fosfato salina (PBS). A coroa do dente foi removida com um disco de 
carborundum (Dentorium, Nova York, EUA) montado em peça de baixa rotação (Kavo, Santa 
Catarina, Brasil), preservando apenas a porção radicular. Estas porções foram conservadas em 
água destilada e congeladas para aguardar as etapas seguintes de preparo.  
 
4.1.1 Preparo de amostras para avaliação em MEV 
Para a análise com Microscopia eletrônica de varredura (MEV), as raízes foram 
inicialmente instrumentadas com as substâncias químicas auxiliares selecionadas. Para cada 
grupo foram instrumentados 3 raízes. Foram utilizadas limas Reciproc R25 (VDW, Munique, 
Alemanha) em motor VDW Silver Reciproc (VDW, Munique, Alemanha) para a 
instrumentação dos canais radiculares, conforme as recomendações do fabricante. Foram 
utilizadas seringas de 5ml (BD, Minas Gerais, Brasil) com agulha hipodérmica de 20x5.5  
(BD, Minas Gerais, Brasil) para preencher os canais radiculares com a solução química 
auxiliar a cada ciclo de instrumentação. Foram realizadas lavagens com soro fisiológico a 
cada renovação da substância química auxiliar. A instrumentação foi realizada durante um 
tempo total de 5 minutos, sendo realizados ciclos de instrumentação com renovação das 
substâncias químicas auxiliares e irrigação com soro fisiológico a cada ciclo para os grupos 
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estudados. Para os grupos tratados com Hipoclorito de Sódio 5,25% e EDTA 17% e o grupo 
Clorexidina 2% gel e EDTA 17%, foi realizada instrumentação durante 5 minutos para cada 
substância, sendo realizada lavagem com solução salina na troca da substância avaliada. 
As amostras foram divididas conforme a tabela 1. 
Tabela 1 - Distribuição das raízes em função de grupos de soluções irrigadoras. 
Grupo Solução N
o
 dentes 
01 Solução Salina 0,9% 3 
02 Hipoclorito de Sódio 5,25% 3 
03 Hipoclorito de Sódio 5,25% + EDTA 17% 3 
04 Clorexidina 2% 3 
05 Clorexidina 2% + EDTA 17% 3 
06 Solução de EDTA 17% 3 
   
 
Ao final da instrumentação, as raízes foram irrigadas com solução de PBS, para 
remoção de raspas de dentina. 
As raízes foram fixadas em placas de acrílico e cortadas com uma cortadora de 
precisão (Isomet 1000, 109 Buehler, Lake Bluff, Illinois, EUA) com auxílio de um disco 
diamantado (Extec Corp, Enfield, CT, USA), sob velocidade constante de 300 RPM e em 
fragmentos de 2mm de espessura. Os cortes foram realizados nas porções médias e coronárias 
das raízes, descartando-se a porção apical. Os fragmentos obtidos foram novamente fixados 
nas placas de acrílico e cortados em sentido vestíbulo-lingual, no centro do fragmento 
(FIGURA 1). Estes fragmentos foram lavados com PBS e esterilizados em autoclave sob 
pressão (Phoenix, São Paulo, Brasil), imersos em frascos com água destilada para prevenir o 
ressecamento das amostras. 
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Figura 1 – Corte das amostras para o Microscopia Eletrônica de Varredura. 
 
4.1.2 Preparo de amostras para avaliação em Confocal  
Para a análise com Microscopia Confocal à Laser, o preparo das amostras se 
iniciou com o corte das raízes radiculares em uma cortadora de precisão metalográfica 
(Isomet 1000, 109 Buehler, Lake Bluff, Illinois, EUA) em sentido vertical e horizontal, com 
auxílio de disco diamantado (Exterc Corp, Enfield, CT,USA), sob velocidade de 300 RPM e 
constante refrigeração, formando lâminas com dimensões de 3x3 mm (FIGURA 2). Essas 
lâminas foram levadas a uma lixadeira Politriz (APL-4, Arotec, São Paulo, Brasil), e lixadas 
com lixas d’água até ficarem com uma espessura de 0.3 mm, confirmada através da medição 
com um espessímetro (Golgran, São Caetano do Sul, São Paulo, Brasil). 
 
Figura 2 – Corte das amostras para Microscopia Confocal à Laser. 
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Essas amostras foram lavadas com PBS, esterilizadas sob pressão em autoclave 
(Phoenix, São Paulo, Brasil) e imersos em frascos com água destilada. Após a esterilização, as 
amostras foram levadas para o fluxo laminar, onde foram colocadas em contato com 5ml das 
substâncias químicas deste estudo, de acordo com cada grupo, durante um período de contato 
de 5 minutos 
As amostras foram divididas conforme a tabela 2. 
Tabela 2 - Distribuição de amostras em função de grupos de soluções irrigadoras . 
Grupo Solução N
o
 amostras 
01 Solução Salina 0,9% 2 
02 Hipoclorito de Sódio 5,25% 2 
03 Hipoclorito de Sódio 5,25% + EDTA 17% 2 
04 Clorexidina 2% 2 
05 Clorexidina 2% + EDTA 17% 2 
06 Solução de EDTA 17% 2 
 
4.2 CULTURA DE CÉLULAS 
Fibroblastos imortalizados da linhagem 3T3, foram inicialmente cultivados em 
meio DMEM (SIGMA-ALDRICH, Darmstad, Alemanha), acrescido de 10% soro fetal 
bovino (SIGMA-ALDRICH, Darmstad, Alemanha), penicilina e estreptomicina (SIGMA-
ALDRICH, Darmstad, Alemanha) a 37
o
C em uma estufa de CO
2 
(5% CO2) em garrafas de 
75cm
2
 até que atingissem  cerca de 80% de confluência. As células foram contadas com 
auxílio de câmara de Neubauer e transferidas para placas de 24 poços, onde haviam sido 
depositadas as amostras previamente preparadas.  
Para realização dos experimentos, cada fragmento de dentina foi colocado 
individualmente no interior de cada poço de uma placa com 24 poços antes da inserção das 
células. Os fragmentos foram posicionados de forma que ficassem com a superfície do canal 
radicular virada para cima, facilitando a adesão celular. Um total de 1.10
5
 células foi colocado 
sobre cada fragmento de dentina e foi acrescido o volume de meio suficiente para cobrir todo 
o fragmento de dentina. Todo procedimento foi realizado em capela de fluxo laminar. Desta 
forma, foram preparadas amostras para avaliar o crescimento celular durante os períodos de 
24 horas e 72 horas  de contato, tanto para análise em MEV quanto para a visualização em 
Confocal.  
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4.3 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA 
Após os períodos de crescimento celular terminarem, cada fragmento de dentina 
contendo as células foram fixadas em Glutaraldeído 2.5% em 0.01 M de PBS. Após a fixação, 
as amostras foram desidratadas através de contato seriado com concentrações de álcool 
(Álcool 50, Álcool 70, Álcool 90, Álcool Absoluto) por um período de contato de 20 minutos 
para cada concentração. Na sequência, foi realizada a secagem a ponto crítico, seguida de 
metalização com ouro das amostras, que foram montadas em suportes metálicos, 
determinados stubs (FIGURA 3). 
Figura 3 - Amostras posicionadas em stub metálico. 
  
Legenda: (A) Posicionamento das amostras anterior à metalização. (B) Amostras 
metalizadas e preparadas para leitura em Microscópio eletrônico de varredura. 
 
As amostras metalizadas foram levadas para avaliação em Microscopia eletrônica 
de Varredura (Jeol JSM, Tóquio, Japão). Na avaliação, foi feita uma varredura por toda a 
superfície de cada amostra, sendo selecionadas 3 imagens para cada amostra, percorrendo a 
região central da superfície. As imagens foram padronizadas em aumentos de 500x. Em cada 
imagem foi definida a porcentagem de confluência de células aderidas (FIGURA 4).   
 Foram considerados como campos de confluência nula, os casos de grupos 
onde não foram encontradas células na varredura. Os casos de amostras com 1 a 30 % de 
confluência foram considerados com baixa confluência. Acima de 30% e abaixo de 60 % 
foram considerados como média confluência e em casos de confluência superior a 60% 
considerou-se como alta confluência.  
 
A
 A 
A
 B 
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Figura 4 - Critérios de avaliação da adesão celular para comparação entre grupos.  
  
  
Legenda: As células foram coradas em azul com auxílio do programa ADOBE PHOTOSHOP CC 
para facilitar a visualização da confluência. Aumento padrão de 500x. (A) Adesão nula, (B) baixa 
adesão celular, (C) média adesão celular, (D) Alta adesão celular.  
 
4.4 MICROSCOPIA CONFOCAL LASER 
Após o termino dos períodos de contato em cultura celular, as amostras foram 
lavadas com PBS e fixadas com Paraformoldeído 4% durante 15 minutos. Na sequência, 
foram colocadas em contato com solução de Triton por um período de 10 minutos e 
novamente lavados com solução tampão Fosato-Salino (PBS). Seguiu-se o contato com 
albumina de soro sovino (BSA) durante 2 horas, finalizando com lavagem com PBS. 
O primeiro corante fluorescente colocado em contato com as amostras foi o Alexa 
Flúor 488 Phalloidin, responsável por corar o citoesqueleto celular. O corante foi diluído 
conforme recomendações do fabricante e colocado em contato com as amostras durante 20 
minutos. 
A
 A 
A
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A
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A
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Na sequência, após lavagem com PBS, o corante fluorescente adicionado foi o 
TO-PRO
®
-3, responsável por corar o núcleo celular, ficando em contato durante 15 minutos 
sob ausência de luz direta. 
Após o contato com o TO-PRO
®
-3, foi feita a lavagem com PBS. Na sequencia, 
foi feita a fixação das amostras em lâminas histológicas de vidro. Essa fixação foi realizada 
com Entellan, sob ausência de luz direta.  
Essas lâminas foram embaladas em papel alumínio, sendo protegidas de luz, e 
levadas até o Microscópio Confocal (TCS SP5, LEICA, Suiça), onde puderam ser observadas 
e analisadas quanto às características morfológicas das células.  
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5  RESULTADOS  
5.1 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA 
Foram encontradas células aderidas à parede dentinária. Nestas células foi 
possível observar a presença de prolongamentos que se estendiam internamente para a região 
dos canalículos dentinários. Em alguns casos, as células assumiam formato arredondado e 
sem prolongamentos, o que poderia significar morte celular ou falta de aderência (FIGURA 
5). A cor azul foi adicionada em Photoshop (ADOBE PHOTOSHOP CC) para permitir a 
melhor visualização das células nas figuras. 
Figura 5 - Morfologia das células observadas sobre as amostras dentinárias.  
  
Legenda: (A) Observa-se célula aderida à superfície dentinária (Flechas ) com prolongamentos dos 
fibroblastos penetrando nos canalículos, (B) células pequenas com formato arredondado sobre a dentina. 
Células coradas em azul com auxílio do programa ADOBE PHOTOSHOP CC. 
 
5.1.1 Contato por 24 horas 
O tempo de contato de 24 horas demonstrou as menores taxas de adesão celular 
para os grupos que tiveram contato com soro fisiológico, Clorexidina 2%, Clorexidina 2% 
com EDTA 17%, e Hipoclorito 5,25% durante a instrumentação. As melhores taxas de adesão 
foram demonstradas pelos grupos EDTA 17% e Hipoclorito de Sódio 5,25% com EDTA 
17%, que apresentaram amostras com médias e altas taxas de confluência celular (TABELA 
3).  
  
B 
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B 
A
 A 
A
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Tabela 3 - Taxas de adesão celular em função do grupo de substância química auxiliar durante 
o período de 24 horas de contato.  
Grupo 1 A 1 B 1 C 2 A 2 B 2 C 3 A 3 B 3 C 
EDTA Nula Média Média Nula Alta Alta Alta Alta Alta 
Clorexidina 2% Nula Baixa Baixa Nula Nula Nula Nula Nula Nula 
Soro fisiológico Nula Baixa Baixa Baixa Baixa Baixa Nula Nula Baixa 
NaOCL 5.25% Nula Baixa Nula Baixa Baixa Baixa Baixa Baixa Baixa 
NaOCL 5.25% e EDTA Média  Média  Média Alta Alta Média Alta Alta Média 
Clorexidina 2% e EDTA Baixa Nula Nula Baixa Baixa Baixa Nula Baixa Nula 
 
5.1.2 Contato por 72 horas. 
Com tempo de contato de 72 horas houve um aumento de adesão celular para o 
grupo controle, porém manteve-se uma baixa confluência na maior parte das imagens. Os 
grupos Clorexidina 2% e Clorexidina 2% associada ao EDTA 17% e Hipoclorito de Sódio 
5,25% apresentaram taxas baixas de confluência celular. Os grupos com EDTA 17% e 
Hipoclorito de Sódio 5,25% associado ao EDTA apresentaram os melhores resultados. 
(TABELA 4). 
Tabela 4 - Taxas de adesão celular em função do grupo de substância química auxiliar em contato com as 
amostras durante o período de 72 horas de contato. 
Grupo 1 A 1 B 1 C 2 A 2 B 2 C 3 A 3 B 3 C 
EDTA Nula Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta 
Clorexidina 2% Nula Nula Nula Nula Baixa Nula Baixa Baixa Baixa 
Soro fisiológico Nula Baixa Nula Baixa Nula Baixa Baixa Nula Baixa 
NaOCL 5.25% Baixa Nula Nula Baixa Baixa Media Média Média Média 
NaOCL 5.25% e EDTA Alta Alta Alta Média Alta Média Alta Alta Média 
Clorexidina 2% e EDTA Baixa Baixa Nula Média Baixa Baixa Baixa Baixa Baixa 
 
5.1 MICROSCOPIA CONFOCAL LASER 
A Microscopia Confocal foi capaz de demonstrar a morfologia celular após o 
contato com as substâncias químicas utilizadas. Pode-se observar o formato arredondado ou 
estrelado das células, bem como a presença de prolongamentos em direção a canalículos 
dentinários. O corante celular Alexa Flúor 488 Phalloidin foi capaz de corar o citoesqueleto 
celular, sendo obtidas imagens com coloração verde, sempre presente em todas as camadas 
ópticas obtidas. O corante celular TO-PRO®-3 corou o núcleo celular em vermelho, 
entretanto, sua sensibilidade maior não permitiu sua visualização em todas as camadas ópticas 
obtidas durante a reconstrução tridimensional. 
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5.2.1 Período de 24 horas 
As amostras tratadas com Clorexidina 2% mostraram células isoladas e 
espalhadas ao longo da superfície dentinária com formato arredondado. Esse padrão sugeria 
um sofrimento celular ou não adesão. O mesmo comportamento foi encontrado no grupo 
tratado com a Clorexidina 2% associada ao EDTA 17% (FIGURA 6). 
Figura 6 -  Fibroblastos 3T3 observados em Microscopia Confocal Lazer após 24 
horas de contato com a dentina.  
  
(A) Grupo Clorexidina 2%, (B) Clorexidina 2% com EDTA. Coloração verde obtida 
com Alexa Flúor 488 Phalloidin representando região citoplasmática e coloração 
vermelha obtida com TO-PRO®-3 representando núcleo celular. 
 
O tratamento com EDTA resultou em um maior preenchimento da superfície 
dentinária por Fibroblastos 3T3. As células apresentaram-se em camadas, com formato 
estrelado e grande número de prolongamentos celulares (FIGURA 7).  
Figura 7 -  Fibroblastos 3T3 observados em Microscopia Confocal Laser após 24 horas 
de contato com a dentina tratada com EDTA.  
  
Coloração verde obtida com Alexa Flúor 488 Phalloidin representando região 
citoplasmática e coloração vermelha obtida com TO-PRO®-3 representando núcleo 
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celular. 
Para as amostras tratadas com Hipoclorito de Sódio 5,25% houve uma redução na 
taxa de preenchimento das superfícies dentinárias quando comparado ao tratamento somente 
com EDTA, entretanto havia ainda um considerável número de células. Os Fibroblastos 
apresentaram-se estrelados e com prolongamentos acentuados. O tratamento com Hipoclorito 
associado ao EDTA mostrou resultados morfológicos semelhantes, porém com um maior 
preenchimento das superfícies (FIGURA 8). 
Figura 8 - Células observadas em Microscopia Confocal após 24 horas de contato.  
  
  
(A) (B) Grupo tratado com NaOCL 5,25% , (B) (C) Grupo tratado com NaOCL 5,25% e EDTA 17%.  
Coloração verde obtida com Alexa Flúor 488 Phalloidin representando região citoplasmática e coloração 
vermelha obtida com TO-PRO®-3 representando núcleo celular. 
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O Grupo Controle, tratado com Soro Fisiológico, apresentou semelhança com os 
grupos tratados com Hipoclorito de Sódio 5,25% e EDTA 17%. Mostrando preenchimento 
das superfícies com células estreladas e com prolongamentos. (Figura 9). 
Figura 9 - Células observadas em Microscopia Confocal após 24 horas de contato com Soro fisiológico.   
  
Legenda: Coloração verde obtida com Alexa Flúor 488 Phalloidin representando região citoplasmática e 
coloração vermelha obtida com TO-PRO®-3 representando núcleo celular. 
 
5.2.2 Período de 72 horas 
O período de 72 horas demonstrou resultados semelhantes para as amostras 
tratadas com Soro fisiológico, Hipoclorito de Sódio 5,25%, EDTA 17% e Hipoclorito de 
Sódio 5,25% combinado com EDTA 17%. 
Foi observado um grande preenchimento celular, com células estreladas com 
prolongamentos evidentes (FIGURA 10). 
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Figura 10 - Fibroblastos 3T3 observados em Confocal.  
  
  
Legenda: (A) Tratamento com Hipoclorito de Sódio, (B) Hipoclorito de Sódio e EDTA (C) Soro 
fisiológico, (D) EDTA. 
 
As amostras tratadas com Clorexidina 2% demonstraram um aspecto mais 
estrelado e alongado no contato por 72 horas quando comparado a 24 horas de contato. 
Entretanto, o número de células foi menor quando comparado aos outros grupos. O mesmo se 
mostrou melhor quando o tratamento com Clorexidina 2% era seguido de tratamento com 
EDTA 17%. (FIGURA 11). 
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Figura 11 - Fibroblastos 3T3 observados em Confocal.  
  
Legenda: (A) Clorexidina 2% associada a EDTA 17% , (B)Tratamento com Clorexidina 2%. Coloração 
verde obtida com Alexa Flúor 488 Phalloidin representando região citoplasmática e coloração vermelha 
obtida com TO-PRO®-3 representando núcleo celular. 
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6  DISCUSSÃO 
O tratamento de revascularização pulpar propõe a manutenção de um coágulo 
sanguíneo no interior do sistema de canais radiculares para estimular a adesão celular nas 
paredes dentinárias e a formação de uma matriz tecidual, permitindo assim reparo e 
regeneração tecidual (Banchs e Trope, 2004; Shah et al., 2008). 
Desta forma torna-se importante que, além da capacidade antimicrobiana das 
substâncias químicas auxiliares utilizadas durante o tratamento endodôntico, exista uma 
interação favorável entre a substância e as células que participem do reparo tecidual no 
interior do sistema de canais radiculares. 
Neste estudo, através da avaliação da superfície dentinária dos canais radiculares 
com Microscopia Eletrônica de Varredura, foi possível observar que a adesão tecidual inicial, 
após as primeiras 24 horas de contato entre células e dentina foi baixa. Essa adesão aumentou 
após 72 horas de contato.  
A Clorexidina gel 2% demonstrou uma menor adesão celular, mesmo quando 
utilizada combinada ao tratamento com EDTA. Resultado semelhante foi encontrado em 
estudo realizado por Ring et al. em 2008, onde a adesão celular de células indiferenciadas foi 
prejudicada pela ação da Clorexidina 2% na forma líquida. Esta substância apresenta ação 
citotóxica quando em contato direto com células pulpares indiferenciadas (Ring et. Al., 2008). 
A manutenção desta ação pode ser relacionada à propriedade da substântividade que poderia 
interferir sobre a dentina e impedir a adesão celular mesmo após 72 horas de contato (White 
et al., 1997, Trevino et al., 2011). Entretanto, estudo publicado por Galler et al. em 2015, 
sugere que a utilização previa da Clorexidina 2% de forma prévia ao EDTA pode resultar em 
maior liberação de fatores crescimento, o que poderia aumentar as taxas de adesão celular.  
Assim como ocorreu com o tratamento com Clorexidina 2%, o tratamento com 
Hipoclorito de Sódio apresentou baixa adesão celular para os tempos de 24h. Isso pode ser 
justificado devido à ação direta da solução sobre as células em cultura. Esta ação citotóxica 
também já foi demonstrada sobre células do ligamento periodontal e sobre células 
indiferenciadas (Trevino et al., 2011; Ring et al., 2018) . 
Apesar destas conhecidas ações citotóxicas das soluções de Clorexidina 2% e de 
Hipoclorito de Sódio (em diferentes concentrações), a sua utilização é considerada segura 
tanto para o tratamento endodôntico convencional quanto para a técnica de revascularização 
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pulpar. As propriedades antimicrobianas das soluções de Clorexidina 2% e Hipoclorito de 
Sódio são capazes de atuar efetivamente sobre bactérias presentes no interior dos canais 
radiculares (Soares et al., 2013). A desinfecção do sistema de canais radiculares é um dos 
pilares para o sucesso da revascularização pulpar (Diogenes et al., 2016).  
A literatura demonstra casos de sucesso da terapia revascularizadora, tanto para 
casos tratados com Clorexidina 2% (Reynolds et al., 2009; Shin et al., 2009; Soares et al., 
2013) quanto para Hipoclorito de Sódio (Nosrat et al.,  2011), e assim mais estudos precisam 
ser realizados para que se entendam o mecanismo de adesão celular em dentina.  
A combinação da utilização do EDTA possibilitou uma maior adesão celular, 
sendo que algumas amostras chegaram a atingir 80 % de confluência após 72 horas de 
contato. A solução de EDTA é indicada clinicamente para a remoção do “smear layer” 
dentinário que é formado durante a instrumentação radicular, esta camada poderia tornar 
irreconhecível a superfície dentinária para as células, dificultando o processo de adesão 
celular na dentina (Galler et al, 2011).  
 O condicionamento dentinário com EDTA expõe fatores de crescimento 
presentes na matriz dentinária e estimula dessa forma a adesão celular (Graham et al,. 2006, 
Ring et al., 2008). Esse resultado se assemelha a estudos anteriores que mostraram a melhora 
da capacidade de adesão celular na parede dentinária tratada com EDTA e assim como para a 
combinação com outras substâncias químicas auxiliares (Trevino et al., 2011). 
A combinação das soluções de Hipoclorito de Sódio com EDTA foi capaz de 
melhorar consideravelmente a capacidade de adesão celular após 3 dias de contato.  Essa 
melhora se deve provavelmente a melhora da capacidade de adesão celular obtida pelo 
tratamento do EDTA (Trevino et al., 2011). 
O preparo das amostras para avaliação em Microscopia Eletrônica de Varredura 
neste estudo buscou seguir os protocolos de instrumentação utilizados clinicamente, 
realizando o contato com as substâncias químicas auxiliares durante a instrumentação. Esta 
escolha pode ter gerado limitações metodológicas, sendo que após a instrumentação foi 
realizado o corte das amostras, o que poderia alterar a ação das substâncias químicas sobre a 
dentina. Entretanto, os resultados encontrados em avaliação Confocal, onde o contato com as 
substâncias estudadas foi realizado após o corte das amostras, seguiram os achados 
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encontrados em MEV, complementando os possíveis efeitos das substâncias estudadas sobre 
as células. 
A avaliação em Microscopia Confocal Laser permitiu avaliar o preenchimento das 
amostras por células aderidas, assim como as suas características morfológicas. O 
preenchimento de células encontradas de forma geral foi maior do que encontrados em MEV, 
fato que se justifica na menor superfície amostral utilizada. 
Os grupos tratados com Clorexidina 2% avaliados em Confocal, exibiram células 
arredondadas e isoladas. Essas células não possuíam as características naturais de 
Fibroblastos, sugerindo morte celular ou a sua não adesão á superfície dentinária. A 
característica em formato estrelado e alongado apareceu quando a avaliação foi feita após 72 
horas de contato, mostrando uma possível diminuição na ação residual da Clorexidina sobre 
as células, entretanto, o padrão de morfologia celular não seguia o padrão encontrado para os 
grupos tratados com os outros grupos estudados. 
O Hipoclorito de Sódio, assim como nos resultados apresentados em MEV, 
mostrou baixa adesão celular inicial, mas mostrou crescimento maior após 72 horas de 
contato, com melhores características de morfologia celular, sugerindo que sua ação 
citotóxica ocorre nas primeiras horas de contato.  
Assim como nos resultados de Microscopia Eletrônica de Varredura, a 
microscopia Confocal mostrou os resultados de maior preenchimento e, morfologia celular 
mais adequada e adesão aos túbulos dentinários para os grupos tratados com EDTA isolado e 
quando combinado ao Hipoclorito de Sódio, ocorrendo uma menor adesão nas 24 horas 
iniciais e alta adesão quando observados em 72 horas. Esse resultado se justifica na 
capacidade de estímulo à adesão celular que o EDTA é capaz de promover (Trevino et al., 
2011, Graham et al., 2006). 
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7  CONCLUSAO 
As soluções de Hipoclorito de Sódio 5,25% e Clorexidina 2% afetam a 
capacidade de adesão celular em um período inicial de 24 horas.  
 O tratamento com Clorexidina 2% apresentou os resultados mais baixos de 
adesão celular e interferiu de forma negativa sobre a morfologia celular.  
O EDTA foi capaz de melhorar a adesão celular quanto utilizado sozinho ou em 
combinação com Hipoclorito de Sódio 5,25% ou Clorexidina 2%. 
A remoção do “smear leyer” e exposição de fatores de crescimento da dentina 
parecem interferir positivamente sobre a adesão e morfologia celular. 
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